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Verwendung von Kollagenase 3 zum Nachweis von destruktiven 
Gelenkerkrankungen, insbesondere zur Prognose des 
Krankheitsverlaufs und zur genetischen Predisposition der 
Rheumatoiden Arthritis (RA) 



Zusammenf assung 



Die Erfindung betriffjt die Verwendung von Kollagenase 3 zum 
Nachweis von destruktiven Gelenkerkrankungen, insbesondere 
zur Prognose des Krankheitsverlaufs und zur genetischen 
Predisposition der Rheumatoiden Arthritis (RA) . 



Beschreibung 



Die Erfindung betrifft die Verwendu ng von Kollagenase 3 zum 
Nachweis von destruktiven Gelenkerkrankungen, insbesondere 
zur^^Prognose des Krankheitsverlauf s und zur genetischen 
PrSdisposition. der Rheumatoiden Arthritis (RA) . 

Die RA ist eine chronisch entzundliche Erkrankung, 
vordergrttndig der Gelenke. Die Atiologie der Erkrankung sowie 
relevante pathogenetische Mechanismen sind bis heute 
unbekannt. Als chronische Erkrankung sind die Patienten von 
diegor ffl™r f-^™ Tihr^hnhn hntroffen. Dei Verlauf del 

Erkrankung ist sehr heterogen, Qber die Jahre bzw. Jahrzehnte 
wechselhaft und bisher nicht prognostizierbar . Eine 
friihzeitige angemessene Prognosestellung iiber den zu 
erwartenden Verlauf der Erkrankung bzw. das rechtzeitige 
Erkennen des Beginns eines schwereren Krankheitsverlauf es ist 
fur den Patienten und den behandelnden Arzt von groBer 
Wichtigkeit, um die bisher nicht heilbare chronische 
Erkrankung wenigstens in den FrOhstadien effizient zu 
behandeln und somit ein Fortschreiten moglichst frGhzeitig zu 
bremsen bzw. aufzuhalten. Das betrifft insbesondere das 
Aufhalten des Proz esses der progredienten Knorpel-und 
Knochendestruktion. - 

GegenwSrtig zur Verf ugung stehende medikamentdse Therapien 
sind wirksam, allerdings oft auch mit gravierenden 
Nebenwirkungen verbunden . Das hSngt sowohl mit dera 
Wirkungsmechanismus der Medikamente selbst zusammen, ihrer 
gleichzeitigen kombinierten Gabe, und der Notwendigkeit einer 
lebenslSnglichen Therapie Ober Jahre und Jahrzehnte . Zum 
Einsatz kommen gegenwartig Kombinationstherapien aus 

( a ) Steroidpraparaten 

(b) Immunsuppressiva und Zytostatika, sogenannte disease- 
modifying antirheumatic drugs (DMARD, sogenannte 
Basistherapeutika ) sowie 

(c) nicht-steroidalen antientzundlichen Medikamenten . 
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ffur Heterocrenitat und Pa fchocren^e der pa 

Di e RA ist eine chronisch entzundliche Erkrankung v on hoher 
He terogenic, welche das Krankheitsmuste r ] dieT 
Ansprechbarkeit auf therapeutische MaBnahmen (internistische 
und chirurgische) und die Prognose der Erkrankung betrifft 
Die klinische HeterogenitSt ist mit einer Vieizahl 
histopathologischer Veranderungen in der Synovialmembran der 
betroffenen Gelenke verbunden. Diese klinische und 
histopathologische HeterogenitSt der Erkrankung, verbunden 
mit unzureichenden Kenntnissen fiber Atiologie und relevante 

pat h ogonetisch o Meohanicmon, ftthron bisher — -zu selu . 

unzureichenden Behandlungsergebnissen von RA Patienten. 
innerhalb der ersten beiden Jahre nach Erkrankungsbeginn 
mflssen etwa ein Drittel der RA Patienten inre Berufstatigkeit 
aufgeben. In internistisch-rheumatologischen Kliniken betragt 
der Anteil der RA Patienten uber 50%, in den Einrichtungen 
der orthopadischen Rheumatologie sogar ca 75% 
Uberdurchschnittlich hoch sind die Ausgaben fur medikamentSse 
Langzeittherapien und stationare HeilmaBnahmen. Die PrSvalenz 
der Erkrankung betragt ca. 1% in der GesamtbevSlkerung. 

Die pathogenetischen Mechanismen in den betroffenen Gelenken 
schlieBen eine chronische EntzQndung, eine abnormale 
Immunantwort sowie eine Hyperplasia der Synovialmembran ein 
Die chronisch entzundliche und hyperplastische 
Synovialmembran wachst invasiv in angrenzende Knorpel-und 
Knochenstrukturen ein und fuhrt damit zu einer progredienten 
Gelenkdestruktion. Das klinische Endstadium der Erkrankung 
wird maflgeblich durch die Knorpel-und Knochendestruktion 
bestimmt, welche zu Punktionsverlust der Gelenke und 
invalidity fuhren. Allerdings hat die gegenwartig im 
Vordergrund stehende antientzundliche Therapie nur wenig 
EinfluB aU f das Voranschreiten der Knorpel-und 
Knochendestruktion. Es gibt Anhaltspunkte dafttr, daB 
chronische EntzQndung und prbgrediente Knorpel-und 
Knochendestruktion eher als zwei separate pathogenetische 
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Mechanismen in einem gemeinsamen Krankheitsgeschehen zu 
betrachten sind. 



kisher srur Verfucmna xtahende b-?.vt . bakannte prognos tische? 
f/larkeur f iir den Verlauf der RA 

(1) Die z.Z. sichersten und in der klinischen Praxis 
routinemaBig genutzten Marker fQr den Verlauf der RA sind 
systemische EntzQndungsparameter , wie die 
BlutkSrperchensenkungsgeschwindigkeit (BSG), vor allem das 
C-reaktive Protein (CRP) und, mit Einschrankungen , andere 

^v,ifo-Ph^ a -Pr^ 0 j n*> Di«s« Paramoter korrolioron as- 

besten mit dem aktuellen akuten EntzQndungsgeschehen im 
Organismus und sind die maBgeblichen Parameter fiir eine 
antientzQndliche Therapie. Da pathogenetisch die 
systemische chronische EntzQndung und die progrediente 
Gelenkdestruktion nur bedingt in einem Zusammenhang 
stehen, ist die Aussagekraft dieser Parameter fQr die 
Prognose und den Verlauf der Erkrankung insgesamt, sowie 
fQr die progrediente Knorpel-und Knochendestruktion im 
besonderen, sehr eingeschrankt. 

(2) Das Vorliegen eines positiven Rheumaf aktors wird als 
Indikator fur eine gestdrte Immunantwort gewertet. Er ist 
jedoch hicht spezifisch fur die RA und der Aussagewert fQr 
den Verlauf der Erkrankung ist eingeschrankt. 

(3) Es ist weiterhin bekannt, daB bestimmte Muster von 
Antigenen, die an der Zelloberf lache von Lymphozyten und 
anderen Gewebszellen nachgewiesen werden konnen 
(sogenannte HLA-Antigene ) , mit schwereren Verlauf en der RA 
assoziiert sein k6nnen. Wegen der Vielfalt der HLA- 
Antigene und ihrer unterschiedlichen epidemiologischen 
Verteilung sind Aussagen zur Prognose der RA nur sehr 
eingeschrankt moglich. Korrelationen zur progredienten 
Gelenkdestruktion konnten nicht gefunden werden. 

VerlaBliche prognostische Marker der Erkrankung sind somit 
entscheidend fur eine frQhzeitig einsetzende adaquate 



* 



medikamentose Therapie und die Rechtfertigung einer solchen 
bezuglich der einzukalkulierenden Nebenwirkungen . 

DeV^irad^Jag ^shalb^dle^fgabe zugrunde. e nf S nr..H^; 
verlaBliche Parameter zu finden und entsprechende" Marker" 
bereitzustellen, die insbesondere fur RA geeignet sind. 

Die Erfinduntf beruht auf der Erkenntnis, daB Kollagenase 3 am 
ProzeB der progredienten Knorpel- und Knochendestruktion 
beteiligt ist. Fur die progrediente Knorpel- und 
Knochendestruktion bei ra sind unterschiedliche Proteasen 

~~ aiieS ***** die MaUix - M uL allupiuLeiiiasen tMMPT- 

verantwortlich, welche zur Spaltung unterschiedlicher 
Komponenten der extrazellularen Matrix befahigt sind 
Kollagenase 3 als ein Vertreter der MMP-Familie ist fur die 
Knorpel- und Knochendestruktion bei destruktiven 
Gelenkerkrankungen, wie der RA, von besonderem Interesse. Zum 
exnen besitzt Kollagenase 3 im Vergleich zu anderen 
Kollagenasen und weiteren MMP eine hohe katalytische 
Aktivitat gegenuber Kollagen-Typ n, dem 

Hauptkollagenbestandteil des hyalinen Knorpels, und spaltet 
•in breites Spektrum anderer Bestandteile der extrazellularen 
Matrxx mit hoher Effizienz. Zum anderen konnte gezeigt 
werden, daB Kollagenase. 3 in adulten menschlichen Geweben nur 
unter pathologischen Bedingungen nachweisbar ist, wie beim 
Wachstum maligner Tumoren, in chronischen Wunden, sowie im 
arthrotischen Knorpel und in der Synovialmembran bei ra. Es 
kann somit davon ausgegangen werden, daB aufgrund der 
Substratspezifitat und des Expressionsmusters von Kollagenase 
3, dieser MMP eine maBgebliche Rolle bei der progredienten 
Knorpel- und Knochendestruktion, insbesondere auch bei RA 
zukommt . ' 

in der Synovialf lussigkeit von ra Patienten konnte die 
erhohte Konzentration von verschiedenen MMP nachgewiesen 
werden. Nur fur Stromelysin 1 wurde jedoch eine Korrelation 
zu systemischen EntzOndungsparametern, wie BSC und CRP 



gezeigt. Darflber hinaus konnte keine Korrelation zwischen der 
kollagenolytischen Aktivitat in der Synovialf lussigkeit und 
dem Grad der Knorpel-und Knochendestruktion nach gewies en 
werden. 



Erf indungsgemafl wird Kollagenase 3 als prognostischer Marker 
bei destruktiven Gelenkerkrankungen, vorzugsweise zum 
Nachweis fOr; einen Verlauf der RA verwendet. 

In Anbetracht des chronischen und wechselhaf ten Verlaufs der 
Erkrankung dient die Bestimmung von Kollagenase 3 sowohl der 
Progn o sost e llnng ^nT- Brntd tagnoaQflt c illung , — als aud i der 

Verlaufskontrolle der Erkrankung , urn u.a* den Beginn 
aktiverer Krankheitsphasen frtthzeitig zu erkennen. Unter 
schwereren VerlSufen bzw.* aktiveren Krankheitsphasen der RA 
werden sowohl eine hohere Entzundungsaktivitat der Patienten 
(gemessen vor allem an den systemischen EntzQndungsparametern 
BSG und CRP) als auch, und das in diesem Fall insbesondere , 
eine schnellere, d.h. progredientere Knorpel- und 
Knochendestruktion ( gemessen u . a . durch die radiologische 
Bestimmung des Larsen-Indexes, MRT-Messungen etc/) 
verstanden. 

Kollagenase 3 wird dazu sowohl in Geweben 
( Syno vi almembr anpr apar a t e , Knor pe 1 - und Knochenpr apar a t e , 
Praparate der Synovialmembran-Knorpelgrenze, gewonnen bei 
Synovektomien , kflnstlichem Gelenkersatz u. a . operativen 
Eingriffen sowie durch Biopsien) und in Korperf ltissigkeiten 
(Synovialf lttssigkeit, Blut) bestimmt. 

Bevorzugt werden folgende Bestimmungen von Kollagenase 3 
durchgef Ohrt : 

(a) qualitative und quantitative Bestimmung der mRNA 
Expression , u,a. durch reverse Transkription-Polymerase 
Kettenreaktion (RT-PCR) -Analyse, Northern Blot-Analyse, 

(b) qualitative und quantitative Bestimmung von Kollagenase 3 



- Antigen (sowohl als Proenzym wie auch als aktivierte 
Form), u.a. durch Western Blot-Analyse, immunologische 
Nachweisverfahren etc. , 

(c ) Nachweis der katalytischen Aktivitat der a ktivierteTr 
Kollagenase 3 , u.a. durch Zymographie , den Kachwek 
spezifischer Peptidspaltprodukte etc., 

(d) Nachweis eines gestorten quantitative^ Verhaltnisses 
zwischen ; Kollagenase 3 und deren spezif ischen 
(gewebespezif ischen Inhibitoren von MMP) bzw. 
unspezif ischen Inhibitoren (<x a -Makroglobulin etc.) durch 
Bestimmung von freiem und in Komplexen mit Inhibitoren 
9* bu " a *"^ Kollagenase - Protein, u.a. durch Western 
Blot-Analyse, immunologische Nachweisverfahren etc. 

(e) Nachweis von Kollagenase 3 mRNA bzw. Antigen in 
histologischen Praparaten der Synovialmembran-Knorpel- 
Grenzschicht, u.a. durch in situ Hybridisierung bzw. 
Immunohistochemie . 

In einer weiteren Ausfuhrungsform der Erf indung dient 
Kollagenase 3 auBerdem als ein potentieller Marker fur eine 
genetische Pradisposition der Erkrankung. 

Kollagenase 3 kann sowohl als einziger Marker dienen, als 
aber auch in Kombination mit anderen Markern ausgewertet 
werden. Weitere Marker kdnnen solche sein, von denen 
entweder eine genetische Pradisposition bekannt ist oder 
vermutet wird, oder von denen zumindest bekannt ist, daB sie 
hSufiger mit schwereren Veriaufen der Erkrankung assoziiert 
sind (wie z.B. bestimmte Muster von HLA-Antigenen , wie dem 
HLA-DR4, oder dem Rheumafaktor) eingesetzt werden. 

in Kombination mit anderen Markern erhoht sich der 
prognostische Aussagewert sowohl ftir den Verlauf der 
Erkrankung, insbesondere unter dem Aspekt der progredienten 
Knorpel- und Knochendestruktion , als auch fur die genetische 
Pradisposition, bzw. kann einen Stellenwert annehmen, der fur 
die klinische Praxis relevant wird. 



Es wurde auBerdem f estgestellt , daB Kollagenase 3 Proenzym 
durch MT1-MMP und/oder Gelatinase A aktiviert wird. 
Zeltgleich zur mRNA Expression von Kollagenase 3 in 





Synovaalmembranpraparaten von Patienten mit RA geht namlich 
in fast alien Fallen eine mRNA Koexpression dieser zwei 
anderen MMP, der Membran-Typ I MMP (MT1-MMP) und der 
Gelatinase A (MMP-2), einher. MT1-MMP und Gelatinase A 
stellen durch eine Bestimmung ihrer mRNA- Oder 
Proteinexpression , deren Hohe und Lokalisation, bzw, deren 
katalytische Aktivitat in Geweben bzw. KSrperf ltissigkeiten, 

wie ffir Kollag<=»riag^ <=>t--f^i rjf- f i n Komhinat i on mit Kollagonaco 3 

prognostische Marker ftir RA dar. 

Die Erf indung wird anschlieBend anhand von 
Ausfuhrungsbeispielen naher erlautert. 

Ergebnisse 

Patienten 

Es wurden 36 Patienten mit gesicherter Diagnose einer RA in 
Obereinstimmung mit den Diagnosekriterien der American 
Rheumatism Association von 1987 in die Untersuchungen 
einbezogen. Die Patienten wurden klinisch und paraklinisch 
untersucht. Bei alien Patienten waren die Handgelenke von der 
Erkrankung mitbetrof f en • Bei den in die Untersuchungen 
einbezogenen Patienten war ein rheumachirgurgischer Eingriff 
zur Entf ernung der entzuhdlichen und hyperplastischen 
Synovialmembran (sogenannte Synovektomie) in jeweils einem 
der Handgelenke erf order lich / urn ein Fortschreiten der 
Gelenkdestruktion aufzuhalten und die Bewegungsf ahigkeit des 
Gelenkes zu verbessern. Das chirurgisch entfernte Material 
wurde sowohl histopathologisch begutachtet als auch zur 
Praparation von mRNA verwendet. Die Patienten wurden in der 
Rheumaklinik Berlin-Buch internistisch betreut und in der 
OrthopSdischen Klinik des Klinikums Berlin-Buch operiert. 



A 





mMA Repression von Kmiaq snaf! * 3 Tn ^ 

Svnovialmembra n pra pa ra n 

D ie mRNA Expression von Kollagenase 3 wurde in de n 
S ynovialmembranpraparaten von alien 36 Patienten ~nittels 
Northern Blot-Analyse untersucht (Abb. 1). Dabei wiesen 21 
PrSparate (60%) eine mRNA Expression von" Kollagenase 3 auf. 
Im Dnterschied dazu ist bekannt, daB die mRNA Expression von 
anderen MMP,; wie interstitielle Kollagenase und Stromelysin 
1, in alien Synovialmembranpraparaten nachweisbar 1st (in 
Abb. 1 nur gezeigt fur interstitielle Kollagenase). Die 
Ergebnisse der Northern Blot Analyse wurden durch 
TJntersuchnngon mit dor Mcthode der RT PCR bcsLaLigL. Es wurde 
weiterhin gefunden, daB eine mRNA Expression von Kollagenase 
3 in Synovialmembranpraparaten von Patienten mit RA in fast 
alien Fallen mit einer mRNA Koexpression von zwei anderen 
MMP, der Membran-Typ I MMP (MT1-MMP) und von Gelatinase A 
(MMP-2), einhergeht. Palls in Abwesenheit einer Kollagenase 3 
mRNA Expression eine mRNA Expression von MT1-MMP und 
Gelatinase A nachzuweisen war, so war deren Expressionsh6he 
in der Mehrzahl der Palle deutlich geringer als bei einer 
Koexpression mit Kollagenase 3 mRNA. Diese Ergebnisse wurden 
durch Northern Blot-Analyse und mit der Methode der RT-PCR 
erhalten (Ergebnisse hier nicht gezeigt). 

Hi der Abbildung 1 ist ein reprasentativer Northern Blot mit 
Synovialmembranpraparaten von 6 Patienten mit RA gezeigt. 
Aufgetragen wurden jewei* 25 M l totale RNA. Im Unterschied zu 
xnterstitieller Kollagenase, welche in alien Patienten 
exprimiert wird, ist eine mRNA Expression von Kollagenase 3 
nur bei einem Teil der RA Patienten nachweisbar. Humane 
Gyceraldehyd— phosphat Dehydrogenase (GAPDH) dient als 
Kontrolle fur dasAuftragen aquivalenter RNA-Mengen. 

Aus Tab. 1 ist ersichtlich, daB Patienten mit Kollagenase 3 
mRNA Expression in der Synovialmembran signifikant erhohte 
systemische Entzundungsmarker BSC (p<£).05) und CRP (p< 0 .005) 
aufweisen. Keine Unterschiede bestehen zwischen beiden 



Patientengruppen bezuglich des Rheumaf aktors sowie im 
Dif f erenzialblutbild . 

Der Grad der Knorpel- und Knochendestruktion wurde 
radiologisclv mittels Larsen-Index bestimmt , indem 
Rontgenaufnahmen der Hlnde, Handgelenke und Vor f liBe 
ausgewertet wurden. Dabei lieB sich zwar einerseits kein 
signif ikanter Unterschied im Grad der Knorpel- und 
Knochendestruktion zwischen beiden Patientengruppen in 
Anbetracht des kleinen Patientenkollektivs nachweisen. 
Andererseits war auffallig, daB in der Patientengruppe mit 
Kollagenase 3 mRNA Expression in der Synovialmembran 5 
Patienten (24%) einen Krankheits vprianf vnn — w^nigpr als — 2- 
Jahren hatten und ausgepragte. radiologische VerSnderungen 
aufwiesen, wohingegen in der Patientengruppe ohne Kollagenase 
3 mRNA Expression nur ein Patient (7% ) weniger als 2 Jahre 
erkrankt war. AuBerdem hatten in der Patientengruppe mit 
Kollagenase 3 mRNA Expression in der Synovialmembran 6 
Patienten (29%) vorangegangene rheumachirurgische Eingrif f e 
im Gegensatz zu nur 2 Patienten (14%) in der Patientengruppe 
ohne Kollagenase 3 mRNA Expression. 

Somit weisen Patienten mit Kollagenase 3 mRNA Expression in 
der Synovialmembran eine hohere systemische 

Entzundungsaktivitat auf und werden zu einera fruheren 
Zeitpunkt rheumachirurgischen Eingrif fen zugefuhrt ( let z teres 
hSngt mit einem schwereren Krankheitsverlauf zusammen 
und/oder mit einer geringeren Ansprechbarkeit auf 
medikamentose Therapien - zxim zweiten siehe nachster Punkt ) 
als Patienten ohne Kollagenase 3 mRNA Expression. 



Tab. 1. Klinische und paraklinische Parameter von ra 
Patienten in Abhangigkeit von der Kollagenase 3 mRNA 
Expression in der Synovialmembran 



Parameter 



Kollagenase 3 mRNA Expression 
ohne mit 



Statistische 
Analyse 



Alter 



Gcschlccht (m/w) 



Erkrankungsdauer (Jahre) 



59.6 ± 5.6 
(von 32 bis 81) 

■3m — 



58.614.9 
(von 28 bis 83) 



n.s. 



11.3 ±3.1 



-3/18 

10.9 ± 1.8 



TTST 
n.s. 



Hamoglobin 
Leukozytenzahl 
BSG (mm/h) 
CRP(mg/l) 
Rheumafaktor positiv/ 
Patientenzahl (%) 



8.3 ±0.4 
9.3 ±1.1 
27.0 ±5.0 
9.2 ± 2.7 

9/15 (60%) 



7.8 ±0.3 
10.3 ±0.7 
39.0 ± 5.4 
30.9 ±6.0 

14/21 (66%) 



n.s. 
n.s. 

p < 0.05 
P < 0.005 

n.s. 



Medikamentosa T herapies 

Entsprechend der hdheren systemischen Entzundungsaktivitat 
bei Patienten mit Kollagenase 3 mRNA Expression in der 
Synovialmembran wurden diese haufiger mit Prednisolon 
behandelt (Abb. 2A) . DarQber hinaus erhielten zum Zeitpunkt 
der Synovektomie 15 Patienten (71%) mit Kollagenase 3 mRNA 
Expression in der Synovialmembran mindestens 5 mg/ml 
Prednisolon im Vergleich zu 7 Patienten (47%) ohne 
Kollagenase 3 mRNA Expression. Die Therapie mit DMARD wurde 
bei den Patienten als Monotherapie durchgefOhrt. DMARD wurden 



in folgender Reihenfolge (entspricht der Aggressivitat ihrer 
Wirkung) verschrieben und gewechselt: Chloroquin (250mg/d), 
Sulf asalazin ( 2g/d) , Methotrexat ( 15-20 mg/Woche ) , Gold- 
Natriurathiomalat ( 50 mg/Woc he ) und Azathiopr in ( 2m g/kg/d) . 
Wie in Abb. 2A gezeigt, wurden Patienten mit Kollagenase 3 
mRNA Expression in der Synovialmembran haufiger mit DMARD 
behandelt.- AuBerdem muBten die DMARD bei Patienten mit 
Kollagenase 3 mRNA Expression in der Synovialmembran after 
wegen w fehlender Wirkung gewechselt werden (Abb* 2B) . In 
beiden Patientengruppen muBte das DMARD bei jeweils zwei 
Patienten dardber hinaus wegen Nebenwirkungen gewechselt 
werden . — 1 

Somit wurden Patienten mit Kollagenase 3 mRNA Expression in 
der Synovialmembran aggressiver medikamentos behandelt und 
wiesen eine schlechtere Ansprechbarkeit auf eine wirksame 
medikamentose Therapie auf. Letzteres fuhrte moglicherweise 
auch zu einer f rfihzeitigeren Einweisung zu einem 
rheumachirurgischen Eingriff. 

RhGumatoloaische Familienanamnese beziialich RA 

In der Kollagenase 3 - positiven Patientengruppe weisen zehn 
von 19 Patienten (48%") eine positive Familienanamnese auf. In 
der Patientengruppe ohne Kollagenase 3 mRNA Expression in der 
Synovialmembran waren dagegen hur in drei von 14 Fallen (20%) 
Familienangeharige an RA erkrankt (Abb. 3 ) . Von insgesamt 
drei Patienten konnten keine Angaben erhoben werden. 
Auf fallig ist somit die Haufung einer positiven 
Familienanamnese in der Patientengruppe mit einer Kollagenase 
3 mRNA Expression in der Synovialmembran. 



Patentanspruche 



1. Verwendung von Kollagenase 3 als prognostischer klinischer 
Marjcer zum Nachwexs aestruktlver GelenJcerkranRungeh: 



2. Verwendung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichent, daB 
Kollagenase 3 zur Prognose des Verlaufs von Rheumatoider 
Arthritis (RA) dient. 

3. Verwendung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Kollagenase 3 mRNA Expression quantitativ und 
gualitativ bestimmt wird. - 

4. Verwendung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, 
daB das Kollagenase 3 -Antigen, sowohl als Proenzym als 
auch als aktivierte Form, quantitativ und qualitativ 
bestimmt wird. 

5. Verwendung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, 
daB die katalytische Aktivitat der aktivierten Kollagenase 
3 nachgewiesen wird. 

6. Verwendung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, 
daB die quantitative}! Verhaltnisse zwischen Kollagenase 3 
und deren spezif ischen bzw. unspezif ischen Inhibitoren 
durch Bestimmung von freiem und in Komplexen mit 
Inhibitoren gebundenem Kollegenase 3-Protein bestimmt und 
verglichen werden. 

7. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch 
gekennzeichnet, daB der Nachweis in Geweben und 
KorperflOssigkeiten erfolgt. 

8. Verwendung nach Anspruch l t dadurch gekennzeichnet, daB 
als Gewebe Synovialmembranpraparate , Knorpel- und 
KnochenprSparate oder Praparate der Synovialmembran- 
Knorpelgrenze, gewonnen bei Synovektomien , kunstlichem 




Gelenkersatz u.a. oparativen Eingriffen sowie durch 
Biopsien, verwendet werden. 

9 . Verwendung nacfi Anspruch 7~, dadurch gekenn z e i chne t , daB 
als KdrperfTSssigkeften Synovialf ltissigkeit oder Blut 
verwendet werden. 

10. Verwendung nach Anspruch 1/ dadurch gekennzeichnet, daB 
Kollagenase 3 zum Nachweis einer erhohten genetischen 
Predisposition der Rheumatoiden Arthritis (RA) dient. 

11 .Verwendung zur F-rhohun g A^-r — klini srh^n — Rol o vana der- 

Aussagefahigkeit nach einem der Ansprxiche 1 bis 10, 
dadurch gekennzeichnet, daB neben Kollagenase 3 weitere 
Marker, wie z.B. HLA-Antigene zum Nachweis eines 
schwereren Verlaufes von RA, bzw. Marker, wie z.B. 
bestimmte Muster von HLA-Antigenen zum Nachweis einer 
erhohten genetischen Predisposition, eingesetzt werden. 

12. Verwendung nach einem der AnsprQche 1 bis 11, dadurch 
gekennzeichnet, daB neben Kollagenase 3 zusatzlich MT1-MMP 
und/oder Gelatinase A als prognostische Marker durch 
Bestimmung ihrer mRNA- oder Proteinexpression, deren Hohe 
und Lokalisation, b?w. deren katalytische Aktivitat in 
Geweben bzw. Korperf lussigkeiten dienen. 
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Abb. 1 Northern Blot-Analyse von Kollagenase 3 In Synovialmembran 
praparaten von Patienten mit Rheumatoider Arthritis 



• • • « 
• • • 



m 




B 




Kollagenase 3 posrtiv I Kollagenase 3 negativ 



@ einmalige Gabe von DMARD ■ mehnnalige Gabe von DMARD 



Abb. 2 Medikamentose Therapie 




!□ positiv m negativ ■ keine AngaberTl 



Familienanamnese beztiglich RA in AbhSngigkeit von 
einer Kollagenase 3 mRNA Expression in der 
Synovi a lmembr an 




